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响应面法提取公石松总黄酮工艺优化研究
李秋静1 谢伟容1 黄建军1 吴振2 (1．漳州卫生职业学院 福建漳州 363000;2．厦门大学药学院)
摘 要 目的:采用响应面法优化公石松总黄酮微波提取工艺。方法:先摸索液料比、反应时间、微波功率、反应温度四个微
波提取条件，然后依据 Box-Benhnken试验设计拟用四因素三水平方法，以公石松总黄酮提取率为响应值进行响应面试验，最
后对不同公石松样品的总黄酮进行对比分析。结果:得出最佳提取工艺条件为:液料比 30 ∶ 1(ml·g －1)、反应时间6． 72 min，
微波功率699． 99 W，反应温度 90℃，公石松总黄酮的提取率可达到1． 02%。结论:微波提取工艺优化后公石松总黄酮的提取
率可达 1． 02%;公石松叶子中的总黄酮含量高于茎，成熟期的总黄酮含量高于未成熟期。
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Extraction Optimization of Flavonoids from Ludisia Discolor by Ｒesponse Surface Methodology
Li Qiujing1，Xie Weirong1，Huang Jianjun1，Wu Zhen2(1． Zhangzhou Health Vocational College，Fujian Zhangzhou 363000，China;
2． Department of Pharmacy，Xiamen University)
ABSTＲACT Objective:To optimize the extraction conditions of flavonoids from Ludisia discolor by response surface methodology．
Methods:Four factors including the extraction time，microwave power，liquid-solid ratio and reaction temperature were analyzed． The
optimal combination of process parameters was determined by using response surface methodology with four factors and three levels． To-
tal flavonoids in different samples were comparatively analyzed as well． Ｒesults:The optimal extraction conditions of Ludisia discolor
were as follows:the extraction time was 6． 72 min，the microwave power was 699． 99 W，the liquid-solid ratio was 30 ∶ 1(ml·g －1) ，
and the reaction temperature was 90℃ ． Conclusion:The optimum extraction yield is 1． 02% under the above conditions． The total fla-
vonoids content in leaves is higher than that in stems，as well as that in mature stage is richer than that in immature stage．
KEY WOＲDS Ludisia discolor;Flavonoids;Extraction;Ｒesponse surface methodology
公石松为兰科植物血叶兰 Ludisia discolor (Ker-
Gawl．)A． Ｒich．的新鲜全草，味甘、微涩，性凉，具有
清热凉血、生津降火、利水通络、止咳等功效［1］。漳
州慈济宫中仍保留有关公石松记载的药签，主要用
于瘿瘤、瘰疬及筋骨关节病患，还可治疗熬夜引起的
无名肿毒和炎症［2］。公石松在闽南一带草药摊常
以新鲜全草或饮料销售，由于产地不同、成熟期不同
出现价格不一现象，并且缺乏科学的煎煮方法及使
用说明［3］。近期国内外虽对其生物鉴定、原生质的
分离变色、杂交工艺等方面都进行了研究，但其成分
仍不详，活性研究甚少，提取工艺未见报道［4，5］。
黄酮类成分是植物中天然的抗氧剂，可以通过
清除自由基而抗疲劳［6］。已有文章报道公石松水
提液具有良好的抗小鼠运动疲劳性，服药后小鼠负
重游泳的时间明显延长［7，8］。本试验通过初步化学
鉴别及 HPLC黄酮标准品检测确定公石松醇提液中
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含有黄酮、多酚、萜类等成分，因此选定总黄酮作为
提取对象，通过总黄酮提取工艺优化对市面上不同
公石松样品进行了黄酮含量差异分析，为进一步规
范食用方法及加强市场品质监管提供理论依据，进
而探究其抗氧化和抗炎活性，挖掘可开发的闽南特
色药食两用营养品。
1 仪器与试药
T6 新世纪紫外-可见分光光度计(北京普析通
用仪器有限公司) ;SENCO Ｒ系列旋转蒸发器(上海
申生科技有限公司) ;CW-2000 超声-微波协同反应
仪(上海新拓分析仪器科技有限公司) ;AUW220D
分析天平(SHIMADZU)等。
公石松新鲜全草，经厦大药学院吴振教授鉴定
后烘干粉碎后阴凉保存;芦丁对照品(中国食品药
品检定研究院，批号:100080-201610，纯度98． 9%) ;
其他试剂均为分析纯。
2 方法与结果
2． 1 单因素试验
2． 1． 1 芦丁标准曲线绘制 精密称取0． 011 4 g芦
丁对照品，用 60%乙醇定容 50 ml 得芦丁对照品溶
液(0． 228 0 mg·ml －1)。精密量取芦丁对照品溶液
0，1，2，3，4，5，6 ml，分别定容 25 ml，按照硝酸铝法
测定波长 504 nm 处吸光值，并绘制芦丁标准曲
线［9］。芦丁浓度在 10 ～ 60 μg·ml －1范围内与对应
的吸光值存在良好的线性关系。回归方程 Y = 11． 8
X － 0． 019 87，r = 0． 998 3。
2． 1． 2 公石松总黄酮提取率测定 精密称取公石
松干燥品 1 g置于超声-微波萃取仪中，按不同条件
下 60%乙醇分别提取 3 次，过滤、合并滤液进行浓
缩，冷却备用。按照芦丁标准曲线回归方程推算公
石松总黄酮质量浓度，然后按照如下公式计算总黄
酮的提取率［10］:
总黄酮(%)=
CV1V2
1000WV3
× 100%
式中 C:提取液黄酮质量浓度(mg·ml －1) ，W:
药品量(g) ，V1:定容体积(ml) ，V2:浓缩后体积
(ml) ，V3:取样液体积(ml)。
考察在 1，2，4，8，12，24 h 测定总黄酮提取率并
计算 ＲSD。结果得 1，2，4，8，12，24 h 的总黄酮提取
率 ＲSD为1． 53%(n = 6) ，说明样品溶液在 24 h 内
稳定。
精密量取芦丁对照品溶液 1 ml置于 25 ml量瓶，
测定数据并计算加样回收率和 ＲSD。结果表明芦丁
平均加样回收率为99． 5%，ＲSD =1． 73%(n =6)。
2． 1． 3 单因素分析 在其他因素条件固定下，分别
考察反应温度、微波功率、液料比、反应时间在一定
范围内对公石松总黄酮提取率的影响。
在 50℃、60℃、70℃、80℃、90℃分别考察反应
温度对黄酮提取率的影响，如图 1。提取率在 40 ～
90℃范围内显著增加，70℃之后则趋于平缓。温度
升高可加速分子运动，但黄酮类物质在高温下不稳
定且容易造成乙醇挥发。
图 1 反应温度对总黄酮提取率的影响
在 200 W、300 W、400 W、500 W、600 W、700 W
分别考察微波功率对黄酮提取率的影响，如图 2。
微波功率对提取率变化不大，但总体提取率高。微
波可通过让溶液及细胞液短时间内吸收能量，升高
细胞内压后引起细胞破裂进而释放内容物，既提取
效率高、速度快又节约成本。
图 2 微波功率对总黄酮提取率的影响
图 3 反应时间对总黄酮提取率的影响
在 3，4，5，6，7，8 min分别考察反应时间对黄酮
提取率的影响，如图 3。提取率在 3 ～ 7 min 内明显
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增加，8 min 后趋于平缓。溶剂在一定时间内渗透
到细胞内与活性物质接触溶解，提取率随之逐步提
高，但时间过长导致细胞内的温度过高就会引起提
取物的氧化，从而造成提取率下降。
在 20 ∶ 1、30 ∶ 1、40 ∶ 1、50 ∶ 1、60 ∶ 1、70 ∶ 1
(ml·g －1)分别考察液料比对黄酮提取率的影响，
如图 4。提取率随着液料比逐步增加，60 ∶ 1(ml·
g －1)之后增加甚微。液料比过小时由于乙醇浓度较
低提取不完全，若料液比过大时，浓缩过程中易造成
损耗。
图 4 液料比对总黄酮提取率的影响
2． 2 响应面试验
2． 2． 1 响应面法设计 依据单因素试验结果及相
关文献报道采用 Design-expert 8． 0． 6 软件设计四因
素三个水平试验方案，如表 1。
表 1 响应面试验因素水平表
因 素
水平
－ 1 0 1
反应时间(min)A 5 6． 5 8
反应温度(℃)B 60 75 90
微波功率(W)C 400 550 700
液料比 D 30∶ 1 40∶ 1 50∶ 1
2． 2． 2 响应面分析 运用 Design-expert 8． 0． 6 软
件进行数据分析，得出最优化提取工艺条件［11］。见
表 2。方差分析见表 3。
根据试验结果，运用 Design-expert 8． 0． 6 软件，
得到二次多元回归方程:
Ｒ =0． 79 + 0． 030A +0． 12B － 8． 083 × 10 －3C － 0． 041
D －0． 076AB + 0． 077AC + 3． 000 × 10 －3 AD + 0． 016
BC － 0． 23 BD － 0． 11 CD － 0． 096 A2 － 0． 069 B2 －
0． 034C2 － 0． 19D2，P ＜ 0． 01，存在极显著意义，方程
对实际试验有较好的拟合性。失拟项 P ＞ 0． 05，显
示非试验因素对试验结果的影响不大，可用该回归
方程对试验结果进行分析。B、BD、A2和 D2对试验
结果影响显著，对公石松总黄酮提取率影响的大小
依次为:温度 ＞液料比 ＞反应时间 ＞微波功率，即温
度变化对公石松总黄酮微波提取率的影响最大，与
单因素试验结果相符。
表 2 响应面试验设计及试验结果
试验号 A B C D Y提取率(%)
1 0 － 1 0 － 1 0． 236
2 1 0 1 0 0． 67
3 0 0 0 0 0． 824
4 0 0 0 0 0． 824
5 － 1 1 0 0 0． 686
6 － 1 0 1 0 0． 648
7 0 0 0 0 0． 824
8 0 1 1 0 0． 517
9 0 0 0 0 0． 824
10 0 － 1 1 0 0． 517
11 0 1 0 － 1 1． 035
12 － 1 0 － 1 0 0． 848
13 0 0 1 1 0． 512
14 0 0 － 1 1 0． 639
15 － 1 0 0 － 1 0． 518
16 0 0 0 0 0． 65
17 0 0 － 1 － 1 0． 401
18 1 0 0 1 0． 458
19 1 － 1 0 0 0． 714
20 0 1 0 1 0． 412
21 － 1 0 0 1 0． 414
22 － 1 － 1 0 0 0． 29
23 0 － 1 － 1 0 0． 65
24 1 0 0 － 1 0． 55
25 0 0 1 － 1 0． 727
26 1 0 － 1 0 0． 563
27 0 － 1 0 1 0． 546
28 1 1 0 0 0． 808
29 0 1 － 1 0 0． 777
表 3 方差分析结果
方差来源 平方和 自由度 均方 F P
模型 0． 78 14 0． 056 4． 70 ＜0． 01
A-A 0． 011 1 0． 011 0． 9 ＞0． 05
B-B 0． 18 1 0． 18 15． 19 ＜0． 01
C-C 7． 841 ×10 －4 1 7． 841 ×10 －4 0． 0066 ＞0． 05
D-D 0． 020 1 0． 020 1． 66 ＞0． 05
AB 0． 023 1 0． 023 1． 92 ＞0． 05
AC 0． 024 1 0． 024 1． 98 ＞0． 05
AD 3． 600 ×10 －5 1 3． 600 ×10 －5 3． 028 ×10 －3 ＞0． 05
BC 9． 923 ×10 －4 1 9． 923 ×10 －4 0． 083 ＞0． 05
BD 0． 22 1 0． 22 18． 31 ＜0． 01
CD 0． 051 1 0． 051 4． 32 ＞0． 05
A2 0． 059 1 0． 059 4． 99 ＜0． 05
B2 0． 031 1 0． 031 2． 62 ＞0． 05
C2 7． 561 ×10 －3 1 7． 561 ×10 －3 0． 64 ＞0． 05
D2 0． 22 1 0． 22 18． 78 ＜0． 01
残差 0． 17 14 0． 012
失拟项 0． 14 10 0． 014 2． 35 ＞0． 05
纯误差 0． 024 4 6． 055 ×10 －3
总和 0． 95 28
图 5 表示液料比和温度的交互作用对提取率的
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影响极为明显，P = 0． 000 8。当液料比不变，提高温
度，提取率呈现大幅度的提高，液料比达到一定程度
后，提取率变化减小;而当温度不变，提取率随液料
比的增加而出现先增加后逐渐平缓的趋势，而温度
较高时反而提取率下降。图 6 表示液料比和微波功
率的交互作用对提取率的影响不明显，P = 0． 056 7。
当液料比不变，提高微波功率，提取率变化不大;而
当微波功率不变，提取率随液料比的增加而呈现先
增加后较小，但幅度不大。
图 5 液料比和温度对公石松提取率的影响
图 6 液料比和微波功率对公石松提取率的影响
由响应面法得出的公石松总黄酮的最佳提取工
艺条件为:液料比 30 ∶ 1(ml· g －1)、反应时间
6． 72 min，微波功率699． 99 W，反应温度 90℃，在此
条件下公石松提取率理论可达1． 02%。
2． 2． 3 验证性试验 考虑到实际操作，将最佳工艺
条件修正为:液料比 30 ∶ 1(ml·g －1)、反应时间 7
min，微波功率 700 W，反应温度 90℃，在此条件下进
行验证试验。3 次平行试验提取率分别为0． 987%，
1． 023%和1． 017%，平均值1． 009%，与理论预测值
的相对误差为0． 011%，说明用响应面法对公石松总
黄酮的提取进行工艺优化具有实际可操作性。
2． 3 不同公石松样品的总黄酮提取分析
精密称取不同药用部位及不同时期的样品粉末
1 g各 3 份，按照优化工艺条件进行分析。结果见表
4。叶子中的总黄酮含量高于茎;随着公石松的成熟
其总黄酮含量逐渐增加，外观较为红色的成熟期样
品总黄酮高于外观较为青色的不成熟期样品。
表 4 公石松不同样品总黄酮提取率(%)
不同样品
提取率
1 2 3
平均提取率
茎 0． 257 0． 301 0． 255 0． 271
叶 2． 754 2． 498 2． 257 2． 503
成熟期 0． 998 1． 104 0． 844 0． 982
未成熟期 0． 678 0． 789 0． 894 0． 787
3 讨论
公石松汤作为闽南一带常见的清热解火的食疗
方，成人一天一般采用新鲜全草 10 g(相当于干燥
品 5 g)加一碗水(大概 150 ml)隔水炖两次，合并汤
水加冰糖少许即可饮用。试验结果得到的液料比和
温度与草药摊口头相传的食疗方法基本一致。通过
提取工艺优化试验进一步规范此草药的用法用量，
科学掌握火候、加水量。响应面法设计得到在液料
比 30 ∶ 1(ml·g －1)、反应时间6． 72 min，微波功率
699． 99 W，反应温度 90℃的条件下，微波提取公石
松总黄酮可达到1． 02%。这与同属兰科的金线莲微
波提取条件(微波时间37． 55 min、微波功率 320 W，
固液比 1 ∶ 65． 5、乙醇浓度83． 9%)总酚提取率可达
1． 31%相比，功率提高，提取时间缩短，提取率都达
到 1%以上［12］。同时不同部位，不同时期的公石松
样品总黄酮含量差异分析显示公石松叶子中的总黄
酮含量比茎中的含量较高，成熟期显红色的样品总
黄酮含量比不成熟期的青色样品的含量高。这与金
线莲多糖的含量部位分布刚好相反，金线莲多糖在
茎中的含量高与叶中的含量［13］。茎中黄酮含量与
抗紫外线有密切关系，公石松茎较为粗长，这便于适
应生长环境和储水功能，并且可以有效地抗氧化、避
免紫外线对其破坏。不同时期的公石松茎的颜色变
化也与其总黄酮含量的差异和成分变化有相关
性［14］。市场上不同产地不同等级的公石松质量进
行评估还须进一步进行指纹图谱和 LC-MS 分析，才
有利于植物药品质的科学监管。通过丰富公石松的
基础研究，累积研究资料，便于科学应用此草药，进
而通过对其营养活性的摸索扩展其食药两用的价
值，开发更为健康营养的食品。
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人参皂苷 Ｒg3 通过调控 ＲOS途径诱导人肺癌细胞 A549 凋亡
周儒兵 周双容 向永佳 熊慧生 ［重庆大学附属肿瘤医院 /重庆市肿瘤研究所 /重庆市肿瘤医院，教育部生物流变
科学与技术重点实验室(重庆大学) 重庆 400044］
摘 要 目的:探究人参皂苷 Ｒg3(GS-Ｒg3)对人肺癌细胞 A549 凋亡的影响及其潜在的分子机制。方法:将人肺癌细胞 A549
分为 5组，分别为对照组、N-L酰半胱氨酸(NAc)组、GS-Ｒg3低剂量组、GS-Ｒg3中剂量组、NAc + GS-Ｒg3高剂量组，采用 MTT实验
和流式细胞仪检测细胞增殖和凋亡，采用实时荧光定量 PCＲ(qＲT-PCＲ)和蛋白免疫印迹(Western blot)检测 A549 细胞中半胱氨
酸天冬氨酸蛋白酶(caspase-3)、caspase-9、BAX和 B细胞淋巴瘤基因-2(BCL-2)表达情况。结果:NAc组 ＲOS水平、细胞凋亡率
及细胞中 caspase-3、caspase-9、BAX mＲNA相对表达量和蛋白表达情况均低于对照组(P ＜ 0． 05)，GS-Ｒg3 低剂量组、中剂量组和
NAc + GS-Ｒg3高剂量组ＲOS水平、细胞凋亡率及 caspase-3、caspase-9、BAX mＲNA相对表达量和蛋白表达情况高于对照组和NAc
组(P ＜0． 05);NAc组细胞增殖率及细胞中 BCL-2mＲNA相对表达量和蛋白表达情况高于对照组(P ＜ 0． 05)，GS-Ｒg3 低剂量组、
中剂量组和 NAc + GS-Ｒg3高剂量组细胞增殖率及 BCL-2mＲNA和蛋白表达低于对照组和 NAc组(P ＜ 0． 05)。结论:GS-Ｒg3 能
够调控人肺癌细胞 A549中 ＲOS途径，进而诱导细胞凋亡，为肺癌的临床治疗提供一定的理论依据。
关键词 人参皂苷;肺癌;细胞凋亡;ＲOS ;半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶;BAX;B细胞淋巴瘤基因-2
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Ginsenoside Ｒg3 Induced the Apoptosis of Human Lung Cancer Cells A549 by Ｒegulating ＲOS Pathway
Zhou Ｒubing，Zhou Shuangrong，Xiang Yongjia，Xiong Huisheng［Chongqing University Cancer Hospital ＆ Chongqing Cancer Institu-
te ＆ Chongqing Cancer Hospital，Key Laboratory for Biorheological Science and Technology of Ministry of Education (Chongqing Uni-
versity) ，Chongqing 400044，China］
ABSTＲACT Objective:To investigate the influence of ginsenoside Ｒg3 (GS-Ｒg3)on the apoptosis of human lung cancer cell A549
and its potential molecular mechanism． Methods:The human lung cancer cell A549 was divided into 5 groups，named as the control
group，NAc group，GS-Ｒg3 low dose group，GS-Ｒg3 middle dose group and NAc + GS-Ｒg3 high dose group． MTT assay and flow cy-
tometry were used to detect the cells proliferation and apoptosis，and the expressions of caspase-3，caspase-9，BAX and BCL-2 in A549
cells were detected by real-time fluorescence quantitative PCＲ (qＲT-PCＲ)and Western blot． Ｒesults:The ＲOS level，apoptosis rate，
relative expressions of caspase-3，caspase-9 and BAX mＲNA and protein expressions in the NAc group were lower than those in the
control group (P ＜ 0． 05) ，and those in the GS-Ｒg3 low dose group，GS-Ｒg3 middle dose group and NAc + GS-Ｒg3 high dose group
were all higher than those in the control group and NAc group (P ＜ 0． 05)． The cell proliferation rate and the relative expression of
BCL-2 and protein expression in the cells of the NAc group were higher than those in the control group (P ＜ 0． 05) ，and those in the
GS-Ｒg3 low dose group，GS-Ｒg3 middle dose group and NAc + GS-Ｒg3 high dose group were all lower than those in the control group
and NAc groups (P ＜ 0． 05)． Conclusion:GS-Ｒg3 can regulate ＲOS pathway in human lung cancer cell A549，and then induces cell
apoptosis，which provides certain theoretical basis for the clinical treatment of lung cancer．
KEY WOＲDS Ginsenoside;Lung cancer;Cell apoptosis;ＲOS;Caspase;BAX;B Cell lymphoma-2
肺癌是发病率和死亡率较高的恶性肿瘤之 一［1］。肺癌早期并无明显的临床症状，一旦发现常
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